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摘要 : 以河蚬 ( Corbicula f l uminea)为材料 ,经过甲醇抽提 ,乙酸乙酯萃取等方法得到河蚬提取物 (CFE) . 用 M TT 法检
测其对肝癌细胞株的抑制作用 ,借助光学倒置显微镜以及流式细胞术考察 CFE 对细胞的形态及细胞周期的影响. 实验
结果表明 :CFE 对肝癌细胞 SMMC27721 有增殖抑制作用 ,处理 72 h 细胞形态发生了明显变化 ,其 I C50值为 70μg/ mL .
FMC 的结果显示 ,经 CFE处理后的肝癌 SMMC27721 细胞出现明显的凋亡峰. 这说明 CFE 有效抑制了体外培养的肝癌
细胞增殖 ,并且能够改变癌细胞的形态及细胞周期的分布 ,诱导癌细胞出现凋亡.
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类等多种化合物. 河蚬 ( Corbicul a f l umi nea) 又称黄
蚬、金蚶、扁螺等 ,广泛分布于世界各地水域 ,自然资源
丰富. 作为中药的药材 ,河蚬具有去湿毒、治疗肝病、麻
疹、退热、止咳化痰、解酒等功效[1 ] . Huang 等[2 ] 发现
河蚬的乙酸乙酯抽提物对 HL260、U937 和 Hep G2 细
胞有抑制作用 ,并能引起 HL260 的细胞凋亡. 祝雯
等[3 ]从河蚬中分离纯化了一种糖蛋白 ,命名为 CFp2a ,




展. 作者采用生化分离技术得到河蚬提取物 (CFE) ,运





1. 1 　材 　料
河蚬购于厦门大学菜市场 ;人肝癌 SMMC27721
细胞株购自上海细胞所 ,由本实验室培养传代 ; RPMI2
1640 培养基为 Invit rogen 公司产品 ;新生牛血清为
Hyclone 公司产品.
1. 2 　实验方法
1. 2. 1 　河蚬活性物质的提取
参照文献[ 2 ] ,取蚬肉 ,用 4 倍体积的 50 %甲醇抽
提 3 次 ,6 800 ×g 离心 20 min ,得上清 ,经过减压旋转
蒸发后 ,用乙酸乙酯萃取. 再将得到的乙酸乙酯相
(CFE)在 55 ℃下减压旋转蒸发 ,然后通过冷冻干燥制
成干粉.
1. 2. 2 　细胞培养
参考文献 [ 4 - 6 ]方法 ,人肝癌 SMMC27721 细胞
培养基为 RPMI21640 全培液 (含 10 %小牛血清、1 %
青霉素和链霉素) . 细胞接入 100 mL 培养瓶中 ,在
37 ℃、5 %CO2 饱和湿度环境下培养、传代 ,以备实验
使用.
1. 2. 3 　MTT法测定河蚬提取物 CFE 对肝癌细胞生
长的影响
将培养好的肝癌 SMMC27721 细胞按 1 ×104 个/
mL 分别接种于 96 孔平底细胞培养板 ,每孔 200μL ,
置 CO2 培养箱中 ,37 ℃培养 1 d 后分别加入经完全培
养基稀释的 CFE ,空白对照为相同体积 RPMI1640 培
养液 ,继续培养 24、48、72 h 后每孔加入 5 mg/ mL 的
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M T T 溶液 (溶于 PBS) 20μL 37 ℃反应 4 h ,弃上清液 ,
每孔加入 200μL DMSO ,37 ℃充分溶解后 ,用酶标仪
测量吸光度 ,测量波长为 490 nm. 按下式计算抑制率
抑制率 = 对照组 OD 值 - 实验组 OD 值对照组 OD 值 ×100 %.
1. 2. 4 　流式细胞术测定河蚬提取物 CFE对肝癌细胞
周期的影响
将培养 3 d 的 SMMC27721 细胞按约 1 ×105 个/
mL 接种于一批 100 mL 培养瓶中 ,24 h 实验组分别用
50、100μg/ mL 的 CFE 处理 ,对照组以相应体积的
PBS 处理. 培养 24 h 后收集细胞 ,4 ℃、1 000 r/ min 离
心 5 min ,PBS 洗 2 次后加入 - 20 ℃预冷的 70 %乙醇
固定 ,4 ℃过夜. 次日再以 PBS 洗涤 2～3 次 ,加入 1
mL 100μg/ mL RNase A 重悬细胞 ,37 ℃温育 20 min ,
之后加入 PI 染液 (10 mg/ mL) 4 ℃染色 30 min ,300 目
绢筛过滤除去成团细胞 ,在 Coulter EPICS XL 流式细
胞仪上测定细胞周期 ,根据所测得的 DNA 分布直方
图用 Cell FIT 软件进行细胞周期统计分析.
2 　实验结果与分析
2. 1 　河蚬提取物 CFE对肝癌细胞形态的影响
倒置光学显微镜下观察到对照组肝癌 SMMC2
7721 细胞具有人肝癌细胞典型的形态特征 (图 1A) .
细胞生长较密集区的癌细胞常因相互拥挤而呈多边
形 ,而在生长稀疏部位则多见圆形、卵圆形、星形和不
规则形癌细胞 ,细胞间无接触抑制. 而经 100μg/ mL
的 CFE 处理 48 h 后 ,肝癌细胞数量减少 ,体积变小 ,
细胞变圆、皱缩 ,贴壁性变差 (图 1B) .
2. 2 　MTT 法测定河蚬提取物 CFE 对肝癌细
胞的作用
将肝癌 SMMC27721 细胞按 1 ×104 个/ mL 分别
接种于 96 孔平底细胞培养板 ,每孔 200μL ,置 CO2 培
养箱中 ,37 ℃培养 1 d 后 ,分别加入不同浓度的 CFE ,
空白对照为相同体积 RPMI1640 培养液 ,观察分别培
养 24、48 和 72 h 后癌细胞的剩余活细胞的相对数量 ,
结果如图 2 所示. 表明 CFE 对肝癌 SMMC27721 细胞
有明显的抑制作用 ,并显示出对剂量和时间的依赖效
应 ,其抑制率随浓度的升高而升高 ,抑制作用随时间的
延长而增强. 不同浓度的 CFE (25、50、75、100、125、
150、175、200、225μg/ mL ) 作用于 SMMC27721 细胞
24、48 和 72 h 后 ,各用药组的细胞生长抑制率分别为
3 %～73 %、7 %～79 %和 29 %～80 %. 当用 CFE 处理
48 h 后 ,对肝癌 SMMC27721 细胞的 I C50 为 135μg/
mL . 72 h 后 ,CFE 对肝癌 SMMC27721 细胞的 I C50为
　图 1 　CFE 对肝癌 SMMC27721 细胞形态的影响
A. 对照组 ;B.处理组 (100μg/ mL ,48 h)
Fig. 1 　The influence of CFE on the morphology of
SMMC27721 cells
　图 2 　CFE 对肝癌 SMMC27721 细胞生长的影响
Fig. 2 　The effect of CFE on the growth of SMMC27721
cells
70μg/ mL .
2. 3 　河蚬提取物 CFE 对肝癌细胞 SMMC2
7721 细胞周期的影响
利用流式细胞术检测 CFE 对肝癌细胞 SMMC2
7721 细胞周期分布的影响. 根据谱图检测结果 ,计算
细胞周期的分布情况 ,结果总结于表 1. 与对照组相
比 ,经不同浓度 CFE (50、100μg/ mL ) 处理 24 h 后 ,
FCM 结果显示了明显的亚“G1 ”凋亡峰 ,亚“G1 ”期细
胞百分率分别增加了 42. 68 %和 75. 48 % ,而 S 期细胞
的比例分别下降了 4. 34 %和 8. 54 % ,M 期细胞的比
例则分别下降了18 . 41 %和18 . 91 %. 以上结果说明
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CFE 能够将细胞阻止于 G0 / G1 期 ,并能够诱导 G0 期
细胞产生凋亡 ,且不同浓度的 CFE 作用于 SMMC2
7721 细胞时 ,细胞凋亡率呈一定的效量关系.
　表 1 　河蚬提取物 CFE 对人肝癌 SMMC27721 细胞周期分
布的影响





(μg ·mL - 1 )
细胞周期/ %
亚 G1 期 G0 / G1 S G2 / M
对照 0 2. 32 65. 5 10. 3 19. 8
24 50 45. 5 46. 7 5. 96 1. 39
24 100 77. 8 19. 7 1. 46 0. 89
3 　讨　论
水生贝类不但营养丰富 ,味道鲜美 ,还具有抗肿
瘤、抗衰老、抗氧化、增强机体免疫功能等作用[ 7 ] . 从硬
壳蛤 ( Mercenari a mercenari a Linnaeus) 中分离出的
“鲍灵”(paolin) ;从文蛤 ( Meret ri x meret ri x Linnae2
us)中提取的蛤素 (mercenene)对肿瘤和白血病有预防
和抑制作用 ; 从虾夷盘扇贝 ( Pati nopecten yessoen2
sis) 、栉孔扇贝 ( Chl am ys f arreri ) 分离的多肽、糖蛋白
都有抗癌作用. 从蓝贻贝 ( M y ti l us ed ul is ) 和地中海
贻贝 ( M y ti l us g al lop rovi nci als) 中分离到了抗菌肽系
列 defensin ,mytilin ,myticin 和 mytimycin 等[ 8 - 10 ] .
祝雯[3 ] 等以 Blue Sp herose 6 fast flow 亲和层析
为主 ,结合硫酸铵分级沉淀 ,阳离子交换层析和 HPL C
分离纯化体系从河蚬中分离纯化了糖蛋白 CFp2a ,采
用 M T T 法检测其对 B EL7404 细胞生长抑制作用 ,作
用 72 h 后 , I C50为 46μg/ mL . Huang 等[2 ]用乙酸乙酯
抽提得到混合物 ,通过 M T T 法检测 ,作用 6 h 后 ,该
混合物对 Hep2J 2 和 MCF27 细胞没有明显作用 ;而对
HL260、U937 和 Hep G2 细胞有抑制作用 , I C50分别为
250、350、850μg/ mL .
通过 50 %甲醇抽提 ,及乙酸乙酯萃取的方法从河
蚬中得到的提取物 CFE 具有抗癌活性. 利用 M T T 染
色、倒置光学显微镜和流式细胞术 ,体外研究 CFE 的
细胞生物学效应. 结果表明 ,CFE 对肝癌 SMMC27721
细胞具有抑制作用 ,并且抑制效应存在显著的剂量效
应关系和时效关系 ,处理 48 h , I C50 值为 135μg/ mL ,
处理 72 h , I C50值为 70μg/ mL . 经 CFE 处理后的肝癌
SMMC27721 细胞形态发生显著变化 ,细胞体积变小 ,
发生严重皱缩现象. 处理后的肝癌 SMMC27721 细胞
的周期发生变化 ,出现明显的凋亡峰. 说明河蚬乙酸乙
酯萃取物 CFE 对体外培养的肝癌细胞具有较显著的
抑制作用. Pan Min2Hsiung 等[ 11 ] 通过乙酸乙酯萃取 ,
硅胶柱层析和 HPL C 分离纯化体系从丽文蛤中分离
出了环二氧甾醇类物质 ,其具有诱导 HL260 细胞凋亡
的作用 ,因此河蚬提取物 ( CFE) 中的抗肿瘤有效成分
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Inhibition Effect of Corbicula f luminea Extract on
Human Hepatocarcinoma SMMC27721 Cells
Q IU Ping2ping1 ,DA I Yan2yan1 ,L I Hua2liang1 ,
KAN G Jing2he1 ,L I Wen2gang2 3 ,C H EN Qing2xi1 3
(1. Key Lab. of the Minist ry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,School of Life Sciences ,
Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China ;
2. Xiamen First Hospital Attached to Fujian Medical University ,Xiamen 361004 ,China)
Abstract : We obtained ethyl acetate ext ract (CFE) of Corbicula f l uminea ,and then investigated the antitumor activity of CFE.
The inhibition rate of cancer cell was measured by M T T method. The morphological change of SMMC27721 cells was detected by in2
verted microscopy. The effect s of CFE on cell cycles of SMMC27721 were observed by FCM. The result s showed that CFE displayed
st rong growth inhibitory effect in a dose and time dependant manner againsted hepatocarcinoma SMMC27721 cells with estimated
I C50 values of 70μg/ mL after 72 h of t reatment with CFE. The morphological change of SMMC27721 was significant . In the mean
time ,flow cytometry analysis showed that CFE could induce the emergence of the peak of apoptosis. These result s revealed that CFE
inhibited the proliferation and induced the apoptosis of the human hepatocarcinoma SMMC27721 cells in vit ro .
Key words : Corbicula f l uminea ;hepatocarcinoma SMMC27721 cells ;proliferation inhibition ;apoptosis
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